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RESUMEN

Se realiz6 un estudio con la finalidad de determinar la preva-
lencia de Anaplasma marginale en bovinos del sector La Pifia-
ta, municipio La Cafiada de Urdaneta, estado Zulia, Venezue-
la. Para ello fueron seleccionadas 12 fincas, con una poblacion
de 6.894 bovinos, evaluandose 174 muestras por medio de la
técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFl) y la observacion
de frotis de capa blanca. A través de la técnica de IFI, se obtu-
vo una prevalencia de 95,4% (166 animales positivos) para
Anaplasma marginale; mientras que mediante la observacion
de frotis de capa blanca fue de 56,9% (99 animales positivos).
No se encontraron diferencias significativas con relacién a la
presencia de Anaplasma marginale y el sexo o la edad de los
animales. Todas las fincas incluidas en la investigacion mos-
traron prevalencias de Anaplasma marginale iguales o mayo-
res a 75%, indicando que la zona estudiada presenta una con-
dicién de estabilidad enzootica para este hemoparasito. La
técnica de IFI resultd ser mas efectiva con relacion a la obser-
vacion de frotis de capa blanca en la deteccion de animales in-
fectados con Anaplasma marginale.

Palabras clave: Prevalencia, Anaplasma marginale, bovinos,
inmunofluorescencia indirecta.

ABSTRACT

A study was made for the purpose of determining the preva-
lence of Anaplasma marginale in bovines of the La Pifiata sec-
tor, La Caflada de Urdaneta county, Zulia state, Venezuela.
Twelve (12) farms were selected, with a population of 6,894
bovines, and 174 samples were evaluated by the technique of
indirect Immune-fluorescence testing (IFA) and observation of
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buffy coating smears. Through the IFA technique, a prevalence
of 95.4% (166 animals positive) for Anaplasma marginale, was
observed; whereas with the buffy coating smear 56.9% (99 ani-
mals) proved positive. There were no significant differences
between the presence of Anaplasma marginale and the sex or
age of the animals. All farms included in the research showed
prevalence of Anaplasma marginale equal to or greater than
75%, indicating that the zone studied presents a condition of
enzootic stability. The IFA technique turned out to be more ef-
fective than buffy coating smears in the detection of animals in-
fected with Anaplasma marginale.

Key words: Prevalence, Anaplasma marginale, bovine, indi-
rect immune-fluorescence testing.

INTRODUCCION

Anaplasma marginale es un microorganismo rickettsial
que invade los eritrocitos de rumiantes, causando la enferme-
dad denominada anaplasmosis [4, 18]. Este microorganismo
esta ampliamente distribuido en paises tropicales y subtropica-
les [2, 6, 15, 24]. En Venezuela, su presencia ha sido sefialada
en diferentes regiones, representando, junto con otras enfer-
medades hemotropicas como babesiosis y trypanosomosis, un
serio obstaculo al desarrollo de la industria ganadera del pais
[6, 15, 28, 32], motivado a las pérdidas econémicas que oca-
siona debido a la disminucion de la produccion lactea, a la re-
duccién en la ganancia de peso, gastos en farmacos, atencion
veterinaria y mortalidad [2, 6, 26, 37]. La babesiosis y la ana-
plasmosis son responsables de un alto porcentaje de muertes
de bovinos importados, asi como también de animales nativos
inmunosuprimidos. Toro indica [30, 37] que las pérdidas a ni-
vel nacional fueron estimadas en cien millones de bolivares
anuales, mientras que en Latinoamérica, las pérdidas causa-
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das por hemoparasitos han sido estimadas en mas de ocho-
cientos millones de délares anuales [37].

Anaplasma marginale es transmitido principalmente por
garrapatas y otros insectos hemat6fagos, como moscas taba-
nidas [6, 8, 12, 18]. Se ha sefialado que unas 20 especies de
garrapatas podrian estar involucradas en la transmision de
este organismo ricketsial [33, 36]. Sin embargo es conveniente
indicar que Boophilus microplus es garrapata de un solo hos-
pedador por lo que el papel de la misma en la transmision de
la anaplasmosis bovina tiene fuertes evidencias en contra, te-
niendo menor importancia de la que tradicionalmente se le atri-
buyé [7]. La transmisiéon también puede darse por transfusio-
nes sanguineas con sangre infectada, por el uso de instrumen-
tos quirdrgicos y agujas hipodérmicas contaminadas [6, 12, 32,
37]; y en algunos casos ha sido reportada la transmisién trans-
placentaria en el tercer trimestre de gestacion [6, 25, 32].

Los bovinos jévenes son considerados mas resistentes a
los efectos de una primoinfeccién por A. marginale, disminu-
yendo en estos casos los cuadros clinicos de la enfermedad y
desarrollando una larga inmunidad [5, 18, 23]; sin embargo, se
ha reportado que la anaplasmosis podria causar problemas
graves en terneros de ciertas regiones en América del Sur
[16]. Todas las razas de bovinos son susceptibles [12, 23]; sin
embargo, el Bos indicus sufre en forma mas leve la infeccion
que el Bos taurus [5, 23].

Estudios realizados en rebafios con anaplasmosis, permi-
ten describir dos situaciones epidemioldgicas distintas [5, 18].
En primer lugar, una condiciéon de estabilidad enzoodtica donde
una gran parte del rebafio desarrolla inmunidad al agente etiol6-
gico sin presentar enfermedad clinica, debido a que més del
75% de los becerros son expuestos a una carga suficiente del
microorganismo antes de los 9 meses de edad conduciendo al
desarrollo de preinmunidad y seroconversion, garantizando asi
un bajo riesgo de enfermedad clinica durante la edad adulta. En
segundo lugar, puede ocurrir una condicion de inestabilidad en-
zootica cuando un nimero variable de animales (10-75%) llega
a los 9 meses de edad sin desarrollar premunicion ni serocon-
version, como consecuencia de una baja exposicion al agente;
esta situacion puede aumentar significativamente el riesgo de la
enfermedad en el rebafio. Por otra parte, en fincas donde me-
nos del 10% de los becerros son expuestos al microorganismo
antes de los nueve meses de edad, estos rebafios se convier-
ten en susceptibles, pero con bajo riesgo a la enfermedad, debi-
do a que la tasa de inoculacion es insuficiente para infectar a
los animales en su vida posterior.

La deteccion de Anaplasma marginale puede realizarse
en el laboratorio, mediante la revision de frotis sanguineos uti-
lizando diferentes colorantes comerciales, tales como Diff
Quick Stain, Giemsa y Acridina Naranja, donde se observa un
cuerpo denso en la periferia de los glébulos rojos [19, 26, 27,
29]. Esta técnica permite diagnosticar principalmente los ani-
males en fase aguda [6, 11, 14]. En el estado de portador es
dificil la observacién de los organismos en un frotis sanguineo,
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por lo que se hace necesario el empleo de técnicas mas preci-
sas y sensibles, tales como Fijacion del Complemento, Reac-
cién en Cadena de la Polimerasa (PCR), ELISA (Enzyme-lin-
ked immunosorbent assay) e Inmunofluorescencia Indirecta
(IFI), entre otras [6, 10, 11, 13, 16, 20, 24, 31, 38]. Esta Ultima
es una de las pruebas mas utilizada, por ser econémica, senci-
lla, sistematica y ademas por tener una alta sensibilidad y es-
pecificidad [16, 20, 21, 26, 35, 37, 38].

Debido a la poca informacién reportada hasta la fecha
sobre la situacion epidemiolégica de la anaplasmosis bovina
en el estado Zulia, el presente trabajo tiene como objetivo de-
terminar la prevalencia de Anaplasma marginale en bovinos
del sector La Pifiata, municipio La Cafiada de Urdaneta, esta-
do Zulia, a través de la observacion de frotis sanguineos tefii-
dos con Diff Quick Stain y mediante la técnica de IFl, compa-
rando a su vez las dos técnicas.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién y muestra

El estudio se realiz6 en 12 fincas lecheras y de doble
proposito, ubicadas en el sector La Pifiata, municipio La Cafa-
da de Urdaneta, estado Zulia, con una poblacién de 6.894 bo-
vinos mestizos (Holstein, Pardo Suizo y Cebu) para el momen-
to de la toma de muestras. Se elaboré una encuesta estructu-
rada para captar informacién que permitié caracterizar el reba-
filo y cada uno de los animales muestreados. En la zona estu-
diada no se encontraron animales vacunados contra Anaplas-
ma centrale.

Debido a que no existen reportes de prevalencia de ana-
plasmosis en el municipio La Caflada de Urdaneta, estado Zulia,
se utilizé una prevalencia estimada de 50%, un nivel de confian-
za de 90% (Z= 1,96) y un margen de error de 7% para calcular el
tamafio de la muestra, mediante la siguiente formula [22]:

no=Z2 p.- q/e2 ; Yy para su correccibn n=ng.n/no+ (n—1),

Donde, ng es el tamafio de la muestra (poblacién infinita),
Z = nivel de confianza, p = prevalencia conocida, q = prevalen-
cia esperada, e? = error maximo admisible, y n = tamafio de la
muestra. Por lo tanto, se obtuvo n = 137.

Los animales fueron divididos en tres grupos etarios:
Grupo |, animales entre 0 y 12 meses de edad; grupo I, ani-
males entre 13 y 24 meses de edad y grupo lll, animales ma-
yores de 24 meses de edad.

Los valores de la prevalencia fueron determinados me-
diante la siguiente férmula [22]:

P ="y 100%
T

Donde, P= seroprevalencia de Anaplasma marginale en bovi-
nos, np= nimero de sueros positivos a la infeccion y T = ni-
mero total de sueros analizados.
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Tomay procesamiento de muestras

El muestreo se realizé durante los meses de junio y julio
del afio 2000. Se tomaron dos muestras de sangre por animal,
mediante puncion de la vena coccigea; una de ellas fue reco-
lectada en tubo sin anticoagulante, para la obtencién del sue-
ro; y la otra en tubo con anticoagulante EDTA (Acido etilendia-
mino tetra acético), para realizar frotis de capa blanca [19]. Es-
tos frotis se colorearon con Diff Quick Stain (Jorgensen Labo-
ratories, Inc. Loveland, Colorado) y se observaron al microsco-
pio optico de luz con objetivo 100X.

Técnica de IFI

A las muestras de suero se les realizo la técnica de IFI
usando como antigeno una cepa autéctona de Anaplasma
marginale [26]. Los sueros de cada uno de los animales fueron
diluidos en PBS (pH 7,2) con 0,05% de leche descremada [9]
de manera secuencial (1:80 hasta 1:10240). Los controles po-
sitivos y negativos fueron diluidos en 1:80, los cuales fueron
facilitados por la Unidad de Investigaciones Clinicas de la Fa-
cultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad del Zulia. Es-
tos sueros fueron probados por Parray col. [26].

Se agreg6 20ul de cada una de las diluciones al pozo co-
rrespondiente del frotis antigeno y se incub6é en camara hume-
da a 37°C por 30 min. Los frotis antigenos fueron lavados con
PBS (pH 7,2) con agitacion por 30 min y secados al aire. Luego
fueron incubados en camara humeda a 37°C por 30 min con el
conjugado anti-lgG bovino que contiene Isotiocianato de fluo-
resceina (Sigma Diagnostic, FITC) a una dilucion de 1:40. Pos-
teriormente los frotis antigenos fueron lavados nuevamente con
PBS (pH 7,2), contratefiidos con Eriochrome Black 1,65% (Sig-
ma Diagnostic) y lavados de nuevo con agua destilada. Des-
pués fueron secados al aire y montados con glicerol y PBS (pH
7,2) a una relacion de 9:1. Los frotis fueron observados en un
microscopio para fluorescencia (Axioskop-Zeiss) con objetivo de
inmersion de 100X y el titulo final correspondio a la dilucién ma-
xima donde la fluorescencia pudo ser detectada.

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante el paquete
estadistico SAS [34] utilizando tablas de frecuencias y la prue-
ba de ji cuadrado para detectar diferencias significativas.

RESULTADOS

De las 174 muestras sometidas a observacion en frotis
de capa blanca, 99 (56,9%) resultaron positivas y 75 (43,1%)
negativas a la presencia de Anaplasma marginale; mientras
que a través de la prueba de IFI, 166 (95,4%) fueron positivas
y 8 (4,6%) negativas, TABLA | y FIG. 1. Por otra parte, de las
75 muestras negativas a Anaplasma marginale por frotis de
capa blanca, 67 (89,3%) mostraron resultados positivos al em-
plear la técnica de IFl; sin embargo, ninguna de las negativas
a IFI resultd positiva al observar los frotis de capa blanca.

TABLA |
PREVALENCIA DE Anaplasma marginale EN BOVINOS
DEL SECTOR LA PINATA, MEDIANTE LA PRUEBA DE IFI' Y
LA OBSERVACION DE FROTIS DE CAPA BLANCA
TENIDOS CON DIFF QUICK STAIN

Frotis de capa blanca IFI
Animales % Animales %
Positivos 99 56,9 166 95,4
Negativos 75 43,1 8 4,59
Total 174 100 174 100
100 T 95,41
90 1
80 T 55
70 - %5,
60 - 431
% 50 T
40 7
30 7
20 1 4,59
10 1 a
0 T ,
Capa Blanca IF1

|EIPositivos O Negativos |

FIGURA 1. FRECUENCIA DE BOVINOS POSITIVOS Y NEGA-
TIVOS A Anaplasma marginale EVALUADOS POR IFl Y FRO-
TIS DE CAPA BLANCA, EXPRESADA EN PORCENTAJE.

En la TABLA Il se observa la seroprevalencia de Ana-
plasma marginale en bovinos mestizos de las diferentes fincas
estudiadas a través de la técnica de IFIl. Se puede evidenciar
que todas las fincas estudiadas presentaron una seroprevalen-
cia igual o mayor de 75%.

Con relacién al sexo, la seroprevalencia de Anaplasma
marginale en machos y hembras fue de 93,75% y 96,03%, res-
pectivamente, sin presentar diferencias significativas (P>0,05),
FIG. 2.

Con respecto a la edad se obtuvo valores de positividad
de 93,55%; 91,67% y 96,64% para los grupos I, Il y I, respec-
tivamente; determinandose que no existen diferencias signifi-
cativas entre ellos (P > 0,05), TABLA IlI.

DISCUSION

La prevalencia de Anaplasma marginale detectada por
observacion de frotis de capa blanca (56,9%) fue inferior a la
obtenida a través de la técnica de IFI (95,4%), lo cual coincide
con estudios previos como el realizado por Parra y col. [26],
quienes observaron 56,7% de positividad en frotis de capa
blanca y 100% con IFI; asi mismo, Akinboade y Dipeolu [1] en-
contraron 8,9% y 68% de positividad, mediante el examen de
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TABLA
SEROPREVALENCIA DE Anaplasma marginale EN 12
FINCAS DEL SECTOR LA PINATA POR MEDIO
DE LA TECNICA DE IFI

Finca Animales Positivos Negativos Prevalencia
muestreados (%)
01 15 15 0 100%
02 13 13 0 100%
03 26 24 2 92,31%
04 15 15 0 100%
05 20 20 0 100%
06 1 88,89%
07 0 100%
08 2 75%
09 15 14 1 93,33%
10 10 10 0 100%
11 26 25 1 96,15%
12 9 8 1 88,89%
TOTAL 174 166 8 95,4%
96,03
100 - 93,75

90

80 1

707

60 1

% e

50

40 77

30 77

207 6,25 3,97

07 72 P

0 |~
Machos Hembras

|EIPositivos ONegativos |

FIGURA 2. FRECUENCIA DE BOVINOS POSITIVOS Y NE-

GATIVOS A Anaplasma marginale MEDIANTE LA TECNICA
DE IFI SEGUN EL SEXO, EXPRESADA EN PORCENTAJE.

TABLA Il
SEROPREVALENCIA DE Anaplasma marginale
EN BOVINOS MESTIZOS DEL SECTOR LA PINATA,
DE ACUERDO AL GRUPO ETARIO

Grupo Edad N° Animales Positivos
Etario (meses) N %

| 0-12 31 29 93,55
Il 13-24 24 22 91,67
1 > 24 119 115 96,64
Total 174 166 95,4
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frotis sanguineo e IFI respectivamente. Esto indica que los fro-
tis sanguineos presentan un menor grado de deteccion de ani-
males parasitados, comparado con la técnica de IFI.

Los resultados obtenidos al utilizar la técnica de IFI en
las 174 muestras de suero bovino corroboran los reportes de
otras investigaciones [1, 16, 21, 25, 26, 38] donde se conside-
ra esta prueba serolégica mas eficiente para determinar ani-
males portadores en comparacion a los métodos tradicionales
de observacion de frotis sanguineos.

Por medio de la técnica de IFI se obtuvo una seropreva-
lencia de Anaplasma marginale de 95,4% en el sector La Pifia-
ta del municipio La Cafada de Urdaneta. Este resultado es su-
perior al reportado por Toro [37], quién para el afio 1988 en-
contré una seroprevalencia de 78,7% en la region zuliana.

Con respecto a las fincas, se detectaron valores de sero-
prevalencia iguales o mayores a 75% en la totalidad de ellas,
lo que pudiera indicar que en la zona de estudio existe una es-
tabilidad enzodtica, con bajo riesgo para la ocurrencia de la
enfermedad, siguiendo los conceptos emitidos por Carrique y
col. [5] y Guglielmone [18]; lo cual indica que Anaplasma mar-
ginale es endémica en la zona estudiada.

Por otra parte, la seroprevalencia de Anaplasma margi-
nale encontrada en este estudio difiere de la reportada en
areas ecologicas similares, como en la region Centro Occiden-
tal de Venezuela (estados Lara, Falcén, Yaracuy y Portugue-
sa), donde Toro reporta valores de 43,6% [37]; al igual que Al-
faro y col. [2], quienes analizaron 1750 muestras de suero bo-
vino de dos municipios del estado Monagas mediante la técni-
ca de IFI, reportando una seroprevalencia de 49,54%.

En otros paises con latitudes semejantes a las de Vene-
zuela, como Colombia, se sefialan seroprevalencias en diferen-
tes zonas, que van desde un 50% hasta més del 90% [3, 23].

Con relacion al sexo de los animales, no se observaron
diferencias significativas entre los valores de seroprevalencias
en machos y hembras, coincidiendo con Alfaro y col., quienes
indicaron una prevalencia de 49,74% en machos y 49,52% en
hembras [2].

En cuanto a la edad de los animales y la presencia de
anticuerpos contra Anaplasma marginale, las diferencias ob-
servadas entre los grupos etarios no tuvieron una significancia
estadistica, lo cual difiere con otros autores [2, 17, 23] quienes
indican que los bovinos adultos presentan mayores tasas de
prevalencia que los jévenes.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se encontrd una prevalencia de 96,4% para Anaplasma
marginale por medio de la técnica de IFI, mientras que a tra-
vés de frotis de capa blanca fue de 56,9%, indicando que este
microorganismo es endémico en el sector La Pifiata del muni-
cipio La Cafiada de Urdaneta, estado Zulia, Venezuela. Por lo
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gue se recomienda a médicos veterinarios y productores del
sector establecer medidas de control que permitan mantener
buenos niveles de inmunidad sin que se presenten brotes de
la enfermedad.

La zona estudiada presenta una condicion de estabilidad
enzodtica para Anaplasma marginale, lo que explica la alta se-
roprevalencia en los animales evaluados. En vista de esto, se
recomienda realizar estudios de prevalencia en todo el estado
Zulia, con la finalidad de obtener informacién epidemioldgica
actualizada sobre anaplasmosis bovina.

La técnica de IFI resultdé ser mas efectiva con relacion a
la técnica tradicional, frotis de capa blanca, en la deteccion de
animales infectados con Anaplasma marginale; por lo que se
deberia implementar su uso en el diagnostico de inmunidad de
rebafios hacia este agente patégeno. Queda a criterio del mé-
dico veterinario el uso de la misma.

No se detectaron diferencias significativas en los valores
de seroprevalencia de Anaplasma marginale, con respecto a la
edad y el sexo de los animales.

Se hace necesario realizar investigaciones sobre la ca-
pacidad de transmision de Anaplasma marginale por vectores
mecanicos y hiolégicos en Venezuela, asi como otros factores
epidemiolégicos asociados con la enfermedad a fin de poder
establecer eficaces medidas de control.
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